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論文内容要旨
GCF2/LRRFIPl は転写抑制因子として同定され，これまで EGFR や TNF-α といった様々な遺伝子
の発現を調節していることが報告されている.また正常部と比較した遺伝子解析にて，癌部におい
て高率に変異を生じていることが発見され，近年癌関連遺伝子のーっとしての認識が確立されつつ
ある.しかしながら， GCF2 の癌細胞における機能解析についての報告はなく，その機序について
は未だ明らかにされていない.これまでの当科における研究から， GCF2 は転写調節因子としての
作用に加え， RhoA を介した細胞骨格制御並びに細胞移動調節能を有していることが証明されてお
り， GCF2 は癌のメカニズムの中でも特に転移過程への影響が強し、ものと推察された.
本研究では，まず大腸癌細胞株(HT-29)を用いて GCF2 の発現を恒常的に抑制した HT-29shRNAl ，
HT-29shRNA2 を作成し，コントロール細胞(HT-29shcont) とともにマウスの牌臓に注入する Xenograft
モデルの作成を行い， GCF2 と肝転移との関係についての検討を行った.この結果 GCF2 の発現を
抑制した細胞株では，肝臓における転移個数の有意な低下が認められた.続いて GCF2 が癌細胞に
及ぼす機能についての検討を行うべく，増殖能への影響について検討を行った.大腸癌細胞株 HT-29
及び DLD-l を用いて GCF2 の発現を抑制したのちに proliferation assay を施行したが，コントロ
ールと比較し有意な変化は認めなかった.
大腸癌の転移好発部位である肝臓は類洞において基底膜を消失しており，類洞内皮細胞と肝細胞
との聞に存在する Disse 腔には多数の外基質が存在するとされる.循環している腫場細胞は類洞に
おいてこれらの外基質と直接結合することが可能とされ，この機序が転移形成の一因と考えられて
いる.そこで， GCF2 の発現を抑制した上で様々な外基質に対する接着能の測定を行ったところ，
GCF2 の発現を抑制することで， Collagenl , Collagen2, Vitoronectin 及び Fibronectin に対する接
着能が有意に抑制されるとしづ結果が得られた. Fibronectin は受容体である Integrin を介した細
胞移動・浸潤能も調節しているとされる.そこで GCF2 のさらなる機能解析を行うべく， Fibronectin 
を刺激とした細胞移動能及び浸潤能に対する GCF2 の機能について検討を行うこととした移動能
については Scrach assay 及び Boyden chamber を用いた migration assay を，浸潤能については
Matrigel invasion assay 法にて評価した.結果 GCF2 の発現を抑制することで， Fibronectin を刺
激とした移動・浸潤能が顕著に低下することが証明された.以上より細胞の接着能に加え， Integrin 
を介した細胞接着・移動並びに浸潤能を調節することで GCF2 は大腸癌細胞の肝転移形成を制御
している可能性が示唆された.
次に Integrin の下流におけるシグナル伝達系に対する GCF2 の作用機序に対する検討を行った.
GCF2 は Fiboronectin を介した細胞移動・浸潤能に影響を及ぼしていることから，その細胞形態に
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何らかの影響を及ぼしているものと考え， Fibronectin を刺激とし，細胞形態についての評価を行っ
た.その結果 GCF2 の発現抑制が Actin stress fiber の形成不全につながることが確認された.
Integrin の下流において stress fiber の形成に関わるものとして RhoAの活性化への影響が示唆され
た. DLD-l 及び HT-29 を用いて Fibronectincoating plate に再接着させることで刺激を加え RhoA
の活性化を測定したところ， GCF2 の発現を抑制することで RhoA の活性化が低下することが証明
された.その分子メカニズムを解明すべく， Integrin の下流における RhoA 活性化機序についての
検討を行ったところ， Rho 活性化因子である LARG{Leukemia associated Rho G EF)の RGS 領域に
結合することが免疫沈降法及び免疫染色法によって明らかとなった.また本経路に対し， GCF2 が
転写調節因子として関与している可能性を検討するため， GCF2 の発現を抑制するとともに
Integrin 並びに下流に存在する FAl仁 Src の発現量についての測定を行ったが，明らかな変化は認め
なかった.以上の結果より， GCF2 は Integrin の下流において Rho 特異的 GEF である LARG の機
能を調節することで RhoA の活性化を制御していることが証明された.
本研究により， GCF2 が癌の転移を調節していることが初めて証明された. GCF2 は LARG を介
した RhoA の活性化機序に影響を及ぼしており， Fibronectin から Integrin を介した刺激に対し
Actin stress fiber の形成を制御し，細胞の接着・移動・浸潤能を調節することで転移形成に関与す
ることが明らかとなった.
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近年，シークエンス機器の発達により大規模な遺伝子解析が盛んに行われている.これに伴い，乳癌
や，大腸癌を用いた大規模遺伝子解析において，様々な遺伝子が新規癌関連遺伝子として同定されつつ
ある.そのうちの一つで、ある GCF2(GC-binding factor 2) は，転写抑制因子としてクローニングされて以
来，複数の遺伝子発現に関わることが報告されている.本タンパク質の多くは転写調節因子として核内
においてその機能を発揮するものと考えられていたが，近年細胞質内において細胞骨格制御にも関与す
ることが明らかとなり注目が集まっている.これまでの報告では actin 関連タンパク質である
Flightless-l と結合することや， Wnt PCP(Planar cell polarity) pathway において RhoA の活性化を制
御することが示されているが，癌化との関係については明らかとなっていない.以上の背景をふまえ，
本研究は GCF2 がもっ細胞質内における細胞骨格制御機能について注目し，癌細胞の移動能並びに，浸潤・
転移過程に対する影響について検討したものである.
その研究過程において，第一に GCF2 の発現を抑制した大腸癌細胞 (HT-29) を用い， SCID マウスの牌臓
に注入するという Xenograft モデ、ルの作成を行い， GCF2 の発現抑制が大腸癌の肝転移を有意に抑制する
ことを証明している.続いて細胞を用いた機能解析において， GCF2 の発現を抑制することで癌細胞が
Fibronectin に接着し，これを刺激とした細胞の移動，浸潤能を抑制することが明らかとなった.さらに
GCF2 の発現を抑制することで細胞内において Fibronectin を刺激とした RhoA の活性化が抑制されること
を示し，細胞内における GCF2 の target molecule として RhoA に特異的な GEF(Guanine nucleotide 
exchanging factor) のひとつで、ある LARG(Leukemia associated Rho GEF) と複合体を形成することを証明
している.以上から GCF2 は LARG と結合することで RhoA の活性化を調節し，細胞内における actin stress 
fiber の形成を制御することで，癌細胞の細胞接着・移動・浸潤能過程に深く関与し，癌細胞の転移に影
響を及ぼしているものと考察している.
本研究は GCF2 が持つ癌転移調節機序についての解析を行った極めて独創性の高いものといえる.以上
の点から，本論文は新規知見に富み，その論旨も論理・科学的である。よって、本論文は博士(医学)
の学位論文として合格と認める。
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